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　　摘要：利用ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）技术，克隆了马氏珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａｆｕｃａｔａ）甘油醛－３－磷酸脱
氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）基因的全长 ｃＤＮＡ序列。ＧＡＰＤＨ基因 ｃＤＮＡ全长为
１１７４ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＸ１２９９４７．１），其开放阅读框长度为 １０１４ｂｐ，编码 ３３７个氨基酸，蛋白质分子量为
３６．０４ｋｕ，理论等电点 ７．６６，无信号肽。蛋白质亚细胞定位显示 ＧＡＰＤＨ蛋白分布在细胞质中的可能性最大
（６９６％）。该蛋白具有１个甘油醛－３－磷酸脱氢酶ＮＡＤ结构域以及甘油醛－３－磷酸脱氢酶Ｃ末端结构域。系统
进化分析表明，ＧＡＰＤＨ在亲缘关系上与同为软体动物门的厚壳玉黍螺最近，与其动物学分类地位一致。荧光定量
ＰＣＲ分析显示，经去甲基化试剂５－氮杂胞苷处理后的受精卵ＧＡＰＤＨ基因表达水平显著上升（Ｐ＜０．０５）。
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　　甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ），是参与糖酵解等能量代谢反应中的
关键酶，还具有修复ＤＮＡ、调节组蛋白、促进细胞凋亡等一系
列功能，是一种参与多种亚细胞水平活动的多功能蛋白

质［１］。ＧＡＰＤＨ广泛存在于众多生物体中，在细胞中含量占总
蛋白质的１０％～２０％；种属间序列高度保守，因在同种细胞
或不同组织中蛋白质表达量相对恒定而常作为管家基因［２］。

其分子一般为４个相同亚基构成的四聚体，每个亚基含催化
结构域和辅酶结合结构域［３］。水产动物中已有 ＧＡＰＤＨ基因
的ｃＤＮＡ全长序列克隆及相关研究。如半滑舌鳎 ＧＡＰＤＨ基
因的开放阅读框全长序列为１００２ｂｐ，编码３３３个氨基酸的
多肽链［４］。外因刺激可以改变 ＧＡＰＤＨ的表达水平，雌性食
蚊鱼暴露在不同浓度双氯芬酸钠后肝脏 ＧＡＰＤＨ的表达量出
现显著变化［５］。

ＤＮＡ链上存在一种甲基化修饰，被视为基因表达的“沉
默标记”，它可通过甲基基团的空间位阻效应或促使阻抑蛋

白与甲基化ＤＮＡ相结合而抑制基因表达［６］。去甲基化试剂

５－氮杂胞苷能整合到 ＤＮＡ链中，抑制甲基化转移酶的活性
使基因或基因组去甲基化，进而调节基因的表达［７－８］。

马氏珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｄａｆｕｃａｔａ）是中国南部沿海广泛分布
的一种珍珠贝。目前，尚未见马氏珠母贝 ＧＡＰＤＨ基因全长
ｃＤＮＡ序列的相关报道。本研究对马氏珠母贝 ＧＡＰＤＨ基因
的全长ｃＤＮＡ进行了克隆及生物信息学分析，并探索了去甲
基化试剂对受精卵中ＧＡＰＤＨ基因表达水平的影响，以期为后
续ＧＡＰＤＨ的功能研究提供基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
试验用马氏珠母贝采集自中国科学院大亚湾海洋生物综

合实验站（深圳），于实验基地海水池中暂养１周。取健康马
氏珠母贝外套膜组织，迅速转移至 －８０℃液氮罐中保存待
用。此外，设立３组马氏珠母贝雌、雄亲本单对配对的人工授
精试验。分别将每组单对配对亲本产生的精子和卵细胞混合

形成受精卵，并将每组分成两大部分，对照组采用灭菌海水处

理 １０ｍｉｎ，试验组用 １０－５ ｍｏｌ／Ｌ５－氮杂胞苷溶液处理
１０ｍｉｎ。处理后分别采集各组受精卵样品于液氮保存待用。
１．２　核酸提取及ｃＤＮＡ模板合成

样品总ＲＮＡ的提取按照广州美基公司的核酸提取试剂
盒说明书操作，提取后的 ＲＮＡ稀释于超纯水中，利用１．２％
琼脂糖凝胶电泳和Ｎａｎｏｄｒｏｐ分光光度计Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值分析
核酸的完整性和测定核酸浓度。ＲＡＣＥ试验所用 ｃＤＮＡ模板
合成按 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ）
ｃＤＮＡＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，ＵＳＡ）说明书进行。荧光定
量ＰＣＲ检测所用ｃＤＮＡ模板按照ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ－ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ（ＴＯＹＯＢＯ，Ｊａｐａｎ）试剂盒说明书进行合成。
１．３　ＧＡＰＤＨｃＤＮＡ全长序列克隆

基于转录组测序所得马氏珠母贝对应 ＧＡＰＤＨ基因的
Ｕｎｉｇｅｎｅ序列（６０３ｂｐ），应用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计
ＲＡＣＥＰＣＲ所需正、反向引物，引物由华大基因广州分公司合
成。引物分别为５′端ＲＡＣＥ外引物ＧＡＲＡ５－１和５′端内引
物ＧＡＲＡ５－２；３′端ＲＡＣＥ外引物ＧＡＲＡ３－１和３′端内引物
ＧＡＲＡ３－２。ＲＡＣＥＰＣＲ外扩增的反应体系为２５μＬ，包含：
１２．５μＬＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ，大连），１μＬｃＤＮＡ模板，
１μＬ１０ｐｍｏｌ／Ｌ基因５′端或３′端外引物，１μＬ１０ｐｍｏｌ／Ｌ的
ＵＰＭｍｉｘ引物（由 ＵＰＭｌｏｎｇ和 ＵＰＭｓｈｏｒｔ引物混合配制而
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成），加ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。扩增程序为：９４℃５ｍｉｎ；５个循环的
９４℃４５ｓ，６０℃ ４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ；１５个循环的９４℃ ４５ｓ，
５８℃４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ；１５个循环的９４℃ ４５ｓ，５６℃ ４５ｓ，
７２℃１ｍｉｎ；最后在７２℃下延伸５ｍｉｎ。将第一轮 ＲＡＣＥ外
扩增 ＰＣＲ产物稀释３０倍作为第二轮内扩增 ＰＣＲ反应的模
板，内扩增ＰＣＲ体积为２５μＬ∶１２．５μＬＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，１μＬ
稀释的产物模板，１μＬ对应的 ５′端或３′端１０ｐｍｏｌ／Ｌ内引
物，１μＬ１０ｐｍｏｌ／ＬＮＵＰ引物，加 ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。反应程序
为：９４℃５ｍｉｎ；３５个循环的 ９４℃ ４５ｓ，５６℃ ４５ｓ，７２℃
１ｍｉｎ；７２℃下延伸５ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳
后，切取单一条带，胶纯化，送华大基因广州分公司转菌落

测序。

１．４　序列分析
通过ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）中 Ｂｌａｓｔ程序

进行２个序列比对分析，将获得的５′端或３′端 ｃＤＮＡ序列以
及转录组ＧＡＰＤＨ对应Ｕｎｉｇｅｎｅ序列进行拼接得到ＧＡＰＤＨ基
因全长ｃＤＮＡ序列。ＧＡＰＤＨ基因的开放阅读框预测由 ＮＣＢＩ
中在线软件ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ分析完成。利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ软件分析
该基因的蛋白质分子量、理论等电点等信息。ＳｉｇｎａｌＰ－４．１
ｓｅｒｖｅｒｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）预 测

ＧＡＰＤＨ蛋白的信号肽序列。在线软件ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒ２．０预

测跨膜结构，ＰＳＯＲＴＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ软件预测亚细胞定位点。蛋白
质的三级 结构 由 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ在线服务 器 （ｈｔｔｐ：／／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行预测。ＧＡＰＤＨ蛋白质的氨基酸
残基序列同源性比对由 ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８３软件完成，利用 ＭＥＧＡ
５．０软件共同完成系统进化树的构建（采用邻接法，并设置
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值为１０００）。
１．５　荧光定量分析

基于获得的ＧＡＰＤＨｃＤＮＡ全长序列设计荧光定量 ＰＣＲ
引物ＧＡＰＤＨＦ和ＧＡＰＤＨＲ进行基因表达量检测。对马氏珠
母贝３个单对配对亲本产生的对照组和试验组受精卵样品中
ＧＡＰＤＨ的表达量进行检测，选用的内参基因为马氏珠母贝
１８Ｓ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＹ０２８６２５．１，引物为１８ＳＦ和１８ＳＲ）。
荧光定量ＰＣＲ反应在 ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０仪器中进行。反
应体系如下：５μＬ２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ），１μＬ
模板ｃＤＮＡ，荧光定量引物各０．４μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），加３．２μＬ
去离子水使总体积为１０μＬ。反应条件为：９５℃ １ｍｉｎ；４５个
循环的９５℃５ｓ，５４℃１５ｓ，７２℃ ６０ｓ。ＰＣＲ产物特异性根
据溶解曲线作出判断，基因的相对表达量通过 Ｃｔ方法计算。
利用ＳＰＳＳ１９．０软件卡方检验比较组间 ＧＡＰＤＨ基因表达水
平差异，显著性水平设置为Ｐ＜０．０５，本试验中所有引物序列
见表１。

表１　ＧＡＰＤＨ基因ｃＤＮＡ克隆及荧光定量表达引物

引物名称 用途
引物序列

（５′→３′）

ＵＰＭｌｏｎｇ ＲＡＣＥＰＣＲ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ
ＵＰＭｓｈｏｒｔ ＲＡＣＥＰＣＲ ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ
ＮＵＰ ＲＡＣＥＰＣＲ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ
ＧＡＲＡ５－１ ＲＡＣＥＰＣＲ ＴＣＧＴＴＧＡＴＴＡＴＣＴＴＧＧＣＧＡＧＴＧＧ
ＧＡＲＡ５－２ ＲＡＣＥＰＣＲ ＡＣＡＴＡＧＧＡＧＣＡＴＣＡＧＣＡＧＡＣＧＧＴ
ＧＡＲＡ３－１ ＲＡＣＥＰＣＲ ＡＧＡＴＧＧＴＧＣＣＧＡＧＴＡＴＧＴＧＧＴＡＧ
ＧＡＲＡ３－２ ＲＡＣＥＰＣＲ ＧＣＡＣＣＧＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧＣＴＣＣＴＡＴ
ＧＡＰＤＨＦ 荧光定量 ＧＡＴＧＧＴＧＣＣＧＡＧＴＡＴＧＴ
ＧＡＰＤＨＲ 荧光定量 ＴＧＡＴＴＡＴＣＴＴＧＧＣＧＡＧＴＧ
１８ＳＦ 荧光定量 ＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣＧＣＴＡＣＴＡＣ
１８ＳＲ 荧光定量 ＣＧＣＣＣＴＴＣＴＴＣＴＣＧＧＣＡＣＡＣ

２　结果与分析

２．１　ＧＡＰＤＨ基因ｃＤＮＡ全长序列的获得
基于马氏珠母贝转录组测序所得ＧＡＰＤＨＵｎｉｇｅｎｅ序列进

行ＲＡＣＥＰＣＲ。扩增得到了长度为２８１ｂｐ的５′端和１０８８ｂｐ
的３′端产物（图１）。拼接５′末端序列、３′末端序列和Ｕｎｉｇｅｎｅ
序列得到了全长为１１７４ｂｐ的 ＧＡＰＤＨ基因 ｃＤＮＡ序列。该
ｃＤＮＡ序列的ＯＲＦ长度为１０１４ｂｐ，编码３３７个氨基酸，起始
密码子为 ＡＴＧ，终止密码子为 ＴＡＡ。序列的５′端存在３８ｂｐ
的非翻译区，３′端存在１２２ｂｐ的非翻译区（图２）。
２．２　ＧＡＰＤＨ基因编码蛋白质特征分析

对ＧＡＰＤＨ基因编码的蛋白质序列进行生物信息学分析，
结果显示其所编码蛋白质的原子总数为５０６８，蛋白质分子量
为３６．０４ｋｕ，理论等电点为７．６６，不稳定系数值为 ２３．８９，属
于稳定蛋白。该蛋白序列经预测不具有信号肽，无跨膜结构

域。ＧＡＰＤＨ蛋白质的亚细胞定位分析显示该蛋白分布在细
胞质中的可能性最大（６９．６％）。该蛋白具有１个甘油醛 －

３－磷酸脱氢酶ＮＡＤ结合域以及甘油醛 －３－磷酸脱氢酶 Ｃ
末端结构域。用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ在线分析对马氏珠母贝
ＧＡＰＤＨ编码蛋白的三级结构进行了建模预测，结果如图３所
示（模型为马来丝虫的ＧＡＰＤＨ蛋白，ＳＭＴＬｉｄ：４ｋ９ｄ．１）。
２．３　ＧＡＰＤＨ基因序列比对与系统树分析

用ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８３软件将马氏珠母贝 ＧＡＰＤＨ氨基酸序列
与章鱼（Ｏｃｔｏｐｕｓｂｉｍａｃｕｌｏｉｄｅｓ，ＸＰ＿０１４７８６１５７．１）、厚壳玉黍螺
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（Ｌｉｔｔｏｒｉｎａ ｌｉｔｔｏｒｅａ， ＡＪＡ３７８９５．１）、 泥 鳅 （Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓ
ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ，ＢＡＦ４３３０５．１）、红 鳍 东 方  （Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ｒｕｂｒｉｐｅｓ，ＮＰ＿００１２６７０４４．１）、孔雀鱼（Ｐｏｅｃｉｌｉａｒｅｔｉｃｕｌａｔａ，ＸＰ＿
００８４２９６７０．１）、尼 罗 罗 非 鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ，ＸＰ＿
００５４５５４９５．１）、尖吻鲈（Ｌａｔｅｓｃａｌｃａｒｉｆｅｒ，ＸＰ＿０１８５３８２５２．１）、丝
虫（Ｌｏａｌｏａ，ＥＪＤ７５０４７．１）、布氏鼠耳蝠（Ｍｙｏｔｉｓｂｒａｎｄｔｉｉ，ＸＰ＿
００５８７３７７５．１）、橙腹草原田鼠（Ｍｉｃｒｏｔｕｓｏｃｈｒｏｇａｓｔｅｒ，ＸＰ＿
００５３６５２９８．１）、灰地鼠（Ｃｒｉｃｅｔｕｌｕｓｇｒｉｓｅｕｓ，ＮＰ＿００１２３１７８３．１）、
密西西比短吻鳄（Ａｌｌｉｇａｔｏｒｍｉｓｓｉｓｓｉｐｐｉｅｎｓｉｓ，ＸＰ＿００６２５８４２６．１）、
中华鳖 （Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ，ＮＰ＿００１２７３８５６．１）、绿海龟
（Ｃｈｅｌｏｎｉａｍｙｄａｓ，ＡＬＵ１１３２５．１）、东部乌梢蛇（Ｔｈａｍｎｏｐｈｉｓ
ｓｉｒｔａｌｉｓ，ＸＰ＿０１３９２３０６８．１）、新疆北鲵（Ｒａｎｏｄｏｎｓｉｂｉｒｉｃｕｓ，
ＡＭＡ２１７３５．１）、眼斑雀鳝（Ｌｅｐｉｓｏｓｔｅｕｓｏｃｕｌａｔｕｓ，ＸＰ＿００６６４２４１１．
１）和小孢根霉（Ｒｈｉｚｏｐｕｓｍｉｃｒｏｓｐｏｒｕｓ，ＣＥＧ７２７８４．１）的 ＧＡＰＤＨ
氨基酸序列进行多重比较，发现共有１７７个氨基酸残基位点
为完全保守位点（图４）。对上述物种的 ＧＡＰＤＨ进行系统发
育树的构建，发现马氏珠母贝 ＧＡＰＤＨ蛋白首先与软体动物

门的厚壳玉黍螺（Ｌｉｔｔｏｒｉｎａｌｉｔｔｏｒｅａ，ＡＪＡ３７８９５．１）进行聚类，然
后与同是软体动物门的章鱼（Ｏｃｔｏｐｕｓｂｉｍａｃｕｌｏｉｄｅｓ，ＸＰ＿
０１４７８６１５７．１）进行聚类，进化树亲缘关系与动物分类学地位
一致（图５）。
２．４　去甲基化试剂处理受精卵中ＧＡＰＤＨ表达检测

荧光定量 ＰＣＲ检测显示，经去甲基化试剂５－氮杂胞苷
溶液处理后，ＧＡＰＤＨ基因在马氏珠母贝受精卵中的表达水平
上升，其表达量显著高于对照组（灭菌海水处理）受精卵样品

中的表达量（Ｐ＜０．０５）（图６）。

３　结论与讨论

本研究通过ＲＡＣＥ技术克隆获得了马氏珠母贝 ＧＡＰＤＨ
基因ｃＤＮＡ全长序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＸ１２９９４７．１）。该基
因全长１１７４ｂｐ，其开放阅读框长度为１０１４ｂｐ，编码３３７个
氨基酸，蛋白质分子量为３６．０４ｋｕ，该蛋白具甘油醛 －３－磷
酸脱氢酶ＮＡＤ结构域和甘油醛－３－磷酸脱氢酶Ｃ末端结构
域。在糖酵解过程中，这２个结构域可结合３－磷酸甘油醛
和ＮＡＤ＋，催化３－磷酸甘油醛转变为１，３－二磷酸甘油酸，
并以ＮＡＤ＋为受氢体生成 ＮＡＤＨ［３］。ＧＡＰＤＨ蛋白的氨基酸
序列在物种间保守性高，该研究比对物种中共有１７７个氨基
酸残基位点为完全保守位点。马氏珠母贝 ＧＡＰＤＨ蛋白与同
属软体动物门的厚壳玉黍螺和章鱼的亲缘关系相近，这与它

们均为软体动物的分类学地位一致。

定量检测基因表达时，目的基因的表达量需与参考基因

表达量进行标准化处理，ＧＡＰＤＨ基因常被用作参考基因。如
ＧＡＰＤＨ基因在家蝇的不同发育时期及组织和不同饲养条件
下表达稳定，可作为基因定量表达检测的内参基因［９］。理想

的内参基因应在各类型细胞、不同组织及不同处理条件下均

表达量恒定，而研究发现大多常用的内参基因表达并不稳定，

会影响到实时荧光定量ＰＣＲ实验的准确性［１０－１１］。ＧＡＰＤＨ基
因在严重败血症病人血液中的表达量较正常人中的表达量显

著升高［１２］。利用 ３种软件分析蓝点马鲛鱼候选内参基因
ＥＦ－１α、１８ＳｒＲＮＡ和 ＧＡＰＤＨ在不同组织中的表达稳定性，
结果显示ＧＡＰＤＨ表达量是最不稳定的［１３］。应用实时荧光定

量ＰＣＲ检测了马氏珠母贝ＧＡＰＤＨ、β－肌动蛋白和１８ＳｒＲＮＡ
共３个基因在不同组织、性腺发育时期、胚胎发育时期的表达
水平。结果显示，β－肌动蛋白表达量最稳定，１８Ｓ核糖体
ＲＮＡ在性腺发育阶段表达最稳定，而 ＧＡＰＤＨ基因在３个试
验组中均显示为稳定性最差［１４］。

基因核苷酸序列变异及其上的表观遗传修饰均可引起基

因表达量的变化。笔者前期研究发现马氏珠母贝外套膜基因

组ＤＮＡ甲基化水平与 ｇａｌｅｃｔｉｎ基因的表达水平呈负相关，而
ｇａｌｅｃｔｉｎ启动子区甲基化水平与基因表达水平呈显著正相关，
ＤＮＡ甲基化可能对 ｇａｌｅｃｔｉｎ基因的表达具调控作用［１５］。本

研究中发现马氏珠母贝受精卵经去甲基化试剂５－氮杂胞苷
处理后，ＧＡＰＤＨ基因表达水平较对照组显著上升（Ｐ＜
０．０５）。据此可推测，马氏珠母贝 ＧＡＰＤＨ基因表达升高可能
是去甲基化修饰所致，而其不适合作为内参基因的可能原因

是不同条件下基因甲基化修饰变化所引起的基因表达水平

变化。

本研究获得了马氏珠母贝ＧＡＰＤＨ基因的全长ｃＤＮＡ序
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列，并利用去甲基化试剂（５－氮杂胞苷）处理受精卵，结果发
现ＧＡＰＤＨ基因表达量显著升高。本研究结果为今后ＧＡＰＤＨ
基因的功能研究及表达调控机制分析提供了基础及思路。
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